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1. Uvod

Latky ovlivitujici hormonalni systém (a jejich pfitom-
nost ve vodnim prostiedi) jsou posledni dobou velmi dis-
kutovanym tématem. Provadi se fada vyzkumi za Géelem
sledovani jejich vyskytu v prostiedi a sili snahy o jejich
degradaci a odstranéni. V mnoha studiich byl prokazéan
jejich negativni vliv na vodni Zivocichy a o jejich u¢incich
na lidsky organismus se stale diskutuje. Abychom se mohli
zaméfit na jejich odstranéni z vodniho prostiedi, musime
byt schopni tyto latky detegovat. Mnoho latek se ale ve
vodé vyskytuje ve stopovych koncentracich, a tak je jejich
stanoveni technicky naro¢né. Z téchto diivodid je posuzo-
vani jejich pfitomnosti ¢asto zalozeno na vyuziti bioche-
mickych markerti kontaminace.

2. Endokrinni disrupce
Kontaminanty zivotniho prostiedi, které mohou naru-

$it funkci neuroendokrinniho systému obratlovcl, nazyva-
me endokrinni disruptory'. Latky suvedenym efektem
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muzeme najit v fadé produktli, které se v minulosti inten-
zivné vyuZzivaly, nebo se uzivaji i nyni. Jedn4 se naptiklad
o pesticidy (atrazin, organofosfaty, arzenik), ftalaty vyuzi-
vané ke zmekcovani plasti, dioxiny, kovy (Cu, Pb), zpo-
malovace hofeni, glykolethery pouzivané jako rozpouste-
dla (v barvach, cisticich prostfedcich, kosmetickych pii-
pravcich, brzdovych kapalindich) a mnoho dalSich.
V nésledujicim textu se zaméfime pouze na ty endokrinni
disruptory, které vykazuji xenoestrogenni ucinek, tzn. Ze
ovliviiuji reprodukéni systém napodobenim vlivu estrogenti®.

V oblasti humanni mediciny se dnes vyuziva odha-
dem asi 20 riznych progestinl (jinym nazvem gestagend,
progesterontl, progestagentt), které fadime mezi endokrinni
disruptory. Jedna se o latky, které maji Siroké spektrum
pouziti. V kauzalni medicin€ se vyzivaji naptiklad k 1écbé
déloznich nadord nebo pii  déloznim  krvaceni’.
V preventivni mediciné pak maji nezastupitelnou ulohu
v oralni antikoncepci. Napiiklad v roce 2017 bylo dle in-
formaci Statniho tstavu pro kontrolu 1é¢iv dodano na trh
v Ceské republice vice nez 3,5 milionu baleni 1é¢iv faze-
nych do skupiny ,,Pohlavni hormony a modulatory genital-
niho systému“*. Takto uZita 1é¢iva se z organismu vyluguji
spolecné s moc¢i a nasledné¢ odchazi do odpadnich vod.
Cistirny odpadnich vod (COV) viak &asto nemaji natolik
efektivni technologie, aby tyto latky z vody zcela odstrani-
ly. COV tedy opousti nedokonale vy&isténa voda, kterd
nasledné kontaminuje rizné slozky vodniho ekosystému
(napt. feky a potoky). Zde dochézi, za pfedpokladu vétsiho
pritoku, k jejimu dal§imu nafedéni. Pokud je ale prttok
nizky, napiiklad béhem suchého letniho obdobi, jsou latky
ve vod¢ ve vyssi koncentraci a mohou na vodni organismy
psobit s vétsi intenzitou®. Konkrétni proces probiha prav-
dépodobné tak, ze ackoliv ztéla tyto latky odchazeji
v konjugované podobé, ve formé glukoronidi a sulfatu,
v COV diky bakteriim v odpadnim kalu dochazi k jejich
dekonjugaci, tedy aktivaci®. V roce 2018 provedli Sauer
aspol.” odbér vzorkd odpadnich vod v nékolika vétsich
méstech Ceské republiky a analyzovali p¥itomnost estro-
genngé pusobicich latek. Vzorky byly odebirany na pfitoku
vody do COV i na jejim odtoku. Na odtoku byla zji§téna
koncentrace testovanych latek ve vét$iné piipadli nizsi,
nikoli viak nulové. P¥ikladem mize byt COV v Brng, kde
ze vSech 17 testovanych latek byla naméfena nejvyssi kon-
centrace u cyproteron acetatu, konkrétné v mnoZzstvi
12,0ng 1" na pitoku a 0,5ng 1" na odtoku’. Vzhledem
k tomu, ze ve vodnim prostiedi se latky tohoto typu vysky-
tuji v riznych kombinacich, je tfeba brat toto v potaz pii
testovani jednotlivych estrogenné pusobicich latek. Ekpe-
ghere a spol.® stanovili na odtoku vody z COV hladiny
estrogenll vrozmezi od hodnot pod hranici detekce
(0,0001 ng 1) az po 0,05 ng 1"', pii¢emz nejnizsi Gi¢innost
COV byla zaznamenana u hladin estronu. Vzorky odebira-
li v letech 2009 a 2010 na fekach v Koreji®. Jejich vysled-
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ky potvrdili i Ben a spol.’, ktefi porovnavali koncentrace
latek pted a po prichodu vody COV v provincii Jiangsu
ve vychodni Cing. Sledovéni téchto polutantii na piitoku
a odtoku vody z COV provadéla i fada dal$ich autorti.
V laboratornich podminkach je Casto testovan vliv jedné
latky v rliznych koncentracich. Pokud jsou zaznamenany
zmény az pii vyrazné vyssich hodnotach, nez je bézné se
vyskytujici koncentrace, neznamend to, ze k uvedenému
jevu nemuze v pfirod¢ dojit. Ve vodnim prostiedi je fada
latek a jejich metabolitli, z nichz nékteré maji viici sob&
agonistické nebo antagonistické uginky'’.

3. Vitellogenin

Vitellogenin je hlavnim prekurzorem Zzloutkového
proteinu. Jednda se o molekulu fosfoglykolipoproteinu,
ktera je syntetizovana v jatrech dospé€lych samic ovipar-
nich obratlovct, tedy ryb, plazl, obojzivelniki a ptaku.
V nasledujicim textu se ale zamé&fime pouze na jeho vy-
skyt u ryb. Za urcitych podminek mize k syntéze vitello-
geninu dojit i u samcl a juvenilnich samic. Jeho syntézu
indukuje estrogen, jehoz koncentrace jsou v krvi samci
velmi nizké. Pokud jsou vsak ryby samciho pohlavi vysta-
veny pusobeni xenoestrogennich latek, dochazi k jeho
syntéze i u nich. Z uvedeného diivodu se vitellogenin ¢asto
vyuziva jako vhodny biomarker pro hodnoceni pfitomnosti
estrogennich kontaminantil ve vodnim prosttedi'”.

Proces syntézy vitellogeninu probiha na zakladé akti-
vace hypothalamo-hypofyzo-ovarialni osy. Hypothalamus
zajistuje produkci gonadotropin-uvoliiujiciho hormonu
(GnRH). Na tento proces ma vliv mnoho endogennich
a environmentalnich faktord. Mezi uvedené faktory patii
vrozeny biorytmus, vyzivovy stav, sezénni zmény fotope-
riody a teploty a dalsi. Jako odpovéd na GnRH zacne hy-
pofyza uvolnovat folikuly stimulujici hormon, ktery na-
sledné indukuje tvorbu 17-estradiolu a jeho uvoliovani
ze tkané theca follicula ovarialnich folikult. 17p-Estradiol
vyvola v jatrech syntézu vitellogeninu a jeho nasledné
uvolnéni do krevniho fecisté. Z krevniho fecisté vitelloge-
nin difunduje pfes bazalni membranu a mezibunécény pro-
stor mezi buriky zony granulosy. Pfes folikularni buiiky se
vitellogenin dostavd do kontaktu s oolemou. Do oocytu
pak vstupuje pomoci specifickych receptort, které se na-
chazeji na jeho membrang''. Molekula vitellogeninu je
v kone¢ném disledku rozloZena proteolytickymi enzymy'?
a poté zabudovana do vajecného Zloutku. Stejné tak jako
lipovitellin, fosfitin a fosvetin slouzi jako hlavni zdroj
energie pro nasledny vyvoj embrya'?. Z divodu usnadnéni
proteolyzy je celd molekula vitellogeninu pomérné nesta-
bilni a nachylna ke §tépeni proteasami. Z uvedeného divo-
du je tfeba pii skladovani a analyze vzorkli vyuzivat pro
stabilizaci specilni inhibitory proteas'.
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4. Stanoveni a vyuZiti vitellogeninu jako
biochemického markeru

Pritomnost vitellogeninu ve tkanich samct a nedospé-
Iych jedinci ryb byla na zakladé mnoha vyzkumii zvolena
jako jedna z moznosti detekce ptfitomnosti endokrinnich
disruptorti ve vodnim prostiedi'’. Vitellogenin je obvykle
detegovan v krevnim séru, jatrech, plazmé, celotélovych
homogenatech'* a povrchovém hlenu ryb®.

K detekci vitellogeninu se vyuziva fada metod. Jed-
nou z nejéastéji pouzivanych je metoda ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay)'®. Protoze je molekula vi-
tellogeninu specifickd pro kazdy jednotlivy zivocisny
druh, je k jeho detekei touto metodou tfeba piipravy speci-
fickych protilatek v zavislosti na typu pokusnych zvifat'®.
Z modifikaci imunochemické metody ELISA se pak vyu-
7iva napt. piima'®, nepiima kompetitivni'’ a dale i sandwi-
chové varianta'?. Dal$i moZnosti je vyuZiti molekularng-
biologickych metod (napf. PCR) pro detekci mRNA vi-
tellogeninu'®. Detekci endokrinnich disruptorti lze také
provadét ptimou analyzou jednotlivych analytd v riznych
biotickych a abiotickych matricich vodniho ekosystému.
Pro uvedené analyzy se bézné vyuzivaji chromatografické
metody v kombinaci s hmotnostni ~spektrofotometrii'®.
Mezi dal$i parametry, které 1ze vyuzit pro hodnoceni nega-
tivnich u¢inkt xenoestrogenti v laboratornich podminkach,
fadime napf. posouzeni poméru pohlavi v testovanych
skupinach, biometrické zmény (napt. délka a véha ryb)
a histologické vySetfeni gonad. MiZeme sledovat i vliv na
nasledné generace tak, jak to provedli Bhandari a spol.”.
Ti béhem svého experimetu zkoumali vliv bisfenolu A
(100 pg 1"y a EE2 (0,05 pg 1" na nasledujici (F1, F2, F3
a F4) generace Oryzias latipes. Oplozena vajicka byla po
dobu sedmi dni vystavena uvedené lazni. Vyrazny pokles
preziti embryi byl zaznamenan az u F3 a F4 generace
(P <0,05), coz jasné poukazuje na negativni vliv téchto
latek na nasledné generace'.

4.1. Detekce vitellogeninu v laboratornich
podminkach

V laboratornich podminkach je, v porovnani s pokusy
provadénymi v terénnich podminkach, mnohem jedno-
dussi zajistit stalé prostfedi a tim zarucit validni vysledky.
Vyuzitim vitellogeninu, jako biochemického markeru pfi
hodnoceni latek s estrogennim Géinkem, se zabyvala fada
autord! 72024

Vitellogenin v krevni plazmé a celotélovém homoge-
natu detegovali u juvenilnich stadii jelecka velkohlavého
(Pimephales promelas) vramci experimentu Tyler
aspol.?’. Pro zhodnoceni vysledki bylo tieba nejdiive
stanovit bézné hladiny vitellogeninu. K tomu byly vyuzity
vzorky plazmy jelecka velkohlavého jinych nez pozdéji
testovanych ryb. Ty byly rozdéleny do skupin podle pohla-
vi a faze pohlavniho cyklu. U samcl se mnozstvi vitello-
geninu v krevni plazmé pohybovalo v rozmezi 25,0 + 6,0
ngml™. U nedospélych samic se jednalo o hodnoty
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37,0+ 6,0 pg ml™', usamic dospé&lych pak byly hodnoty
182,0£2,6 pygml™. Pro samotny prabéh pokusu byly
pouzity skupiny ryb skombinovanym pomeérem samci
isamic z diivodu nemoZznosti zajistit vyrovnané pohlavi
u takto mladych jedinct. Tyto skupiny ryb byly po dobu
30 dni po vykuleni vystaveny testované latce 17f3-
-estradiolu. Z kone¢nych vysledkll je ziejmé, Ze existuje
statisticky vyznamna zavislost mezi koncentraci vitelloge-
ninu a hladinou testované latky. Nejvyssi koncentrace byly
zaznamenany u pokusné skupiny vystavené 100 ng 1™
17B-estradiolu. V tomto piipad¢ byla koncentrace vitello-
geninu v plazmé 12,0 + 2,2 ngml™" a 15,1 + 3,3 ngml™
v duplicitnim tanku®’.

Dalsi z casto uzivanych latek je 17a-ethinylestradiol
(EE2). Jeho vliv na indukci tvorby vitellogeninu
u oviparnich zivo¢ichd, konkrétné¢ déania pruhovaného
(Danio rerio), prokéazali Andersen a Holbech?!. V ramci
svého pokusu vystavili pokusné ryby v nékolika vékové
oddélenych skupinach (jikry, larvy a jedince do 60 dnil
véku) koncentraci 15,4 + 1,4ng "' EE2. Koncentrace vi-
tellogeninu v celotélovém homogenatu byla analyzovana
30. den po vylihnuti, pficemz pro analyzu byla pouzita
metoda ELISA. V pokusné skupiné byly prokazany vy-
znamné rozdilné koncentrace v porovnani se skupinou
kontrolni. Nejvyssich koncentraci vitellogeninu dosahova-
la skupina vystavend EE2 ve fazi embrya. K tomu mohlo
dojit z ddvodu kumulace lipofilniho EE2 ve Zloutkovém
vacku, nebot’ takto ulozeny EE2 mohl pozdé&ji vyvolat
zvySenou indukei vitellogeninu. Skupina vystavena testo-
vané latce do obdobi deseti a dvaceti dni véku vykazovala
naopak niz8i koncentrace vitellogeninu nez ostatni skupi-
ny. To mohlo byt zptisobeno tim, Ze pfed dvacatym dnem
veéku nemaji tyto ryby jesté zcela vyvinuty jaterni enzymy.
Histologickym vysetfenim gonad 60. den véku Andersen
a Holbech?' detegovali ptipadné zmény vyvoje pohlavnich
organd. Histologicky byl prokazan feminizacni efekt této
latky na diferenciaci sam¢ich pohlavnich organti. U jedin-
ct vystavenych EE2 v obdobi 20-40 dni po vylihnuti byl
u 59 % samcii zaznamenan vyskyt oocytii ve tkani varlat®!.

Uvedené experimenty ukazuji pouze vliv kratkodobé-
ho piasobeni estrogennich latek na vodni Zivocichy. Jak ale
budou reagovat ryby vystavené xenoestrogennim latkam
0 znamé koncentraci po del$i casové obdobi, v ramci let, je
v laboratornich podminkach velmi obtizné zjistit. Kidd
a spol.'” proto provedli pokus v experimentilnim jezefe,
které se nachéazi v severozapadnim Ontariu v Kanadég. Cely
experiment trval sedm let (1999-2005) a byl zaméfen na
sledovani chronického vlivu nizkych koncentraci EE2 na
jelecka velkohlavého (Pimephales promelas). Béhem prv-

Tabulka I
Indukce tvorby vitellogeninu u juvenilnich stadii jelce tlouste
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nich dvou let pokusu byly odebirany vzorky ryb pro stano-
veni hladin vitellogeninu pred pfidanim EE2. Béhem dal-
Sich i let trvani experimentu byl EE2 v mnozstvi 56 ng 1™
pravidelné pfidavan do jezera. Nasledujici dva roky experi-
mentu jiz EE2 do vody v jezefe pfidavan nebyl. Pro ziska-
ni kontrolnich vzorkli bylo vybrdno nezatizené jezero ze
stejné oblasti. K detekci vitellogeninu byly pouzity celoté-
lové homogenaty pokusnych ryb. V obdobi pted zahaje-
nim podavani EE2 byly hodnoty koncentraci vitellogeninu
u samct do 0,5 ugg. Ve vzorcich odebranych bghem
obdobi, ve kterém byl do vody pfidavan EE2, byly u sam¢i
populace zaznamenany vyznamné zvySené hladiny vitello-
geninu, které se pohybovaly od 2500 pug g™ az po 12 000
ng g . B&hem pokusu byly také odebrany vzorky jater pro
analyzu mnozstvi mRNA vitellogeninu, které u jedincii
vystavenych EE2 bylo mnohonasobné vyssi. Tato skupina
vykazovala mnozstvi exprimované mRNA vitellogeninu
vrozmezi 0,4 £0,6 az 1,2 £ 0,1, zatimco u kontrolni sku-
piny zjist€éné mnozstvi odpovidalo <0,1-1,6 % hodnot
pokusné skupiny. Histologické vySetfeni mimo jiné potvr-
dilo fibrézu a malformace tubuld testikularni tkané u ryb
vystavenych G&inkam EE2 (cit."”).

Ve vodnim prostiedi existuje nebezpeci kumulace
vlivu vice estrogennich latek a jejich mozného synergické-
ho paisobeni. Uvedenou problematikou se zabyvali Zlabek
a spol.”2, ktefi zkoumali uginek estrogennich a androgen-
nich latek na stadia gonad, pohlavni diferenciaci a na in-
dukci tvorby vitellogeninu u juvenilnich stadii (stafi
5 mésicu) jelce tlousté (Squalius cephalus). Jedné skupiné
pokusnych ryb byl v krmivu podavan 17p-estradiol, druhé
testosteron a treti skupiné kombinace téchto dvou latek
(tab. I). Po tficeti dnech byl proveden odlov ryb a analyza
hladin vitellogeninu v celotélovych homogenatech. U sku-
piny ryb, kterd byla krmena krmivem obsahujicim
17B-estradiol, se hladina vitellogeninu statisticky vyznam-
né neliSila od kontrolni skupiny. Nejvyssi produkce vi-
tellogeninu byla zaznamenana u ryb, jejichZz krmna smés
obsahovala kombinaci 17B-estradiolu a testosteronu. Tes-
tosteron tedy markantn& zvysil Gginky estrogenu®.

BéZné se analyza hladiny vitellogeninu provadi z krve
nebo tkani, které jsou ziskdvany v ramci invazivniho odbé-
ru, ¢asto s nutnosti usmrceni zvifete. Alternativou k t€émto
postuptim je moznost analyzy hladiny vitellogeninu
v povrchovém hlenu®. Tato alternativa by mohla poskyt-
nout moznost odbéru vétsitho mnozstvi vzorkl a celkové
zjednodusSeni odbéru. Pfipadné snizeni stresovych faktorii
Ize také povazovat za pozitivni faktor. Maltais a Roy”
provedli pokus, pii kterém juvenilni staddia pakaprovce
Hubbsova (Moxostoma hubbis) vystavili pusobeni latek

Testovana latka 17B-Estradiol 17B-Estradiol + Testosteron Testosteron Kontrola
Mnozstvi testované latky v krmivu 20 mg kg 20mgkg' +0,1 gkg™ 0,1 gkg' X
Koncentrace vitellogeninu po 30 7+11 32+28 0,4+0,4 0,4+0,3

dnech (pg g )
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EE2 a nonylfenolu (NP) v riznych koncentracich (EE2:
10ng I''; NP: 1 pg 1™, 10 pg I, 50 ug I'") po dobu 21 dni
a sledovali koncentraci vitellogeninu v krevni plazmé
a povrchovém hlenu. Statistickou analyzou byla potvrzena
statisticky vysoce vyznamna pozitivni korelace (P < 0,05).
Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu vitellogeninu
(P < 0,01) doslo uryb az pii koncentraci 50 pg1™ NP
(6500 ug mI™" plazmy; 3,1 pg mg™" proteinu v povrchovém
hlenu). Pokusy s nizs§imi koncentracemi NP nevykazovaly
statisticky vyznamné zvySeni syntézy vitellogeninu
(<1000 ugml"  plazmy; < 0,5ugmg’ proteinu
v povrchovém hlenu)®.

U juvenilnich stadii, 7-8 dni po vykuleni, mofana
japonského (Pagrus major) aokounika nacernalého
(Sebastus melanops) byly prokazany statisticky vyznamné
zvySené koncentrace vitellogeninu v plazmé pii jejich
vystaveni NP v koncentraci 10 pg1™”" a 50 pg1™” a 5ng 1™
estrogenu (E2) po dobu Sedesati dni (P < 0,05). V pokusné
skupiné se vyskytovali jak samci, tak samice. Koncentrace
vitellogeninu byla analyzovdna v pribéhu experimentu
(30. den) a na jeho konci (60. den) (tab. II). Dale bylo pro-
kazano, ze vystaveni ryb exogennimu vlivu E2 statisticky
V}'fznz%mné zvysi (P < 0,05) indukci produkce vitelloge-
ninu™".

4.2. Detekce vitellogeninu v terénnich podminkach

Detekee vitellogeninu v krevni plazmé/séru a ve tka-
nich ryb v terénnich podminkach je dulezitd z hlediska
sledovani estrogenné pusobicich latek v zivotnim prostie-
di. Analyza vzorkid pro detekci vitellogeninu se ve svété
bézné vyuziva a také na naSem uzemi byla provedena fada
studii zabyvajicich se touto problematikou. Samotnou
detekcei vitellogeninu je vhodné kombinovat s chemickou
analyzou konkrétni latky ve vodnim prostfedi. Mimo to
jsou hodnoceny i dalsi ukazatele — histologické vySetieni,
pomér pohlavi, délka a vaha ryb apod.

Jedna ze studii probéhla na fece Jihlavé, ktera je jed-
nim z piitokt Dyje. Jako oblast pro odbér vzorkl byl vy-
mezen usek mezi mésty Tiebic a Ivancice. Studie probéhla
v letech 1999-2002 a jako modelovy organismus byla
vybrana parma obecnd (Barbus barbus). Odlov ryb probi-
hal béhem doby sledovani tfikrat. Prvnim mistem odbéru

Tabulka II
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byl usek feky nad méstem Ivancice, konkrétné v obci
Hrubsice. Dalsi misto odbéru bylo situovano pod Tiebici
a posledni misto odbéru pak bylo nad Tiebi¢i. V Ttebici se
nachazi COV, mezi Ttebi¢i a Ivané&icemi vodni elektrarny
Dalesice a Mohelno, v Dukovanech pak jaderna elektrarna.
U odlovenych ryb byly odebrany vzorky jater a gonad pro
histologické vysetfeni. Béhem studie bylo celkem odchy-
ceno 993 kust ryb, pficemz 47,5 % z nich byli samci. Fe-
minizace byla zaznamenana u 6 odchycenych jedinct.
Histologické vySetfeni gonad pak odhalilo, Ze frekvence
feminizovanych samcti je niz8i u ryb odchycenych v méné
zneCisténé vodé (v HrubSicich), nez ve vodé obsahujici
vice polutanti (u Tiebice). Pfitomnost polutantti ve vodé
se stanovovala na zakladé jejich detekce ve tkani ryb. Jed-
nalo se o Hg, As, Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, polychlorované
bifenyly (PCB), hexachlorbenzen (HCB) a dichlordifenyl-
trichlorethan (DDT) a jeho metabolity. Koncentrace vi-
tellogeninu v krevni plazmé samcli byla vyrazné niZsi
v méné znecisténé vodé v Hrubsicich (0-3,84 pg ml™") nez
ve vodé znedisténé (0,02-880,26 pgml™). Autofi ve své
studii  uvadéji, ze pfi¢inou femizinace samcl
(celkove 2,8 %) mohlo byt i souhrnné plsobeni vice fakto-
rt, zahrnujicich kromé xenoestrogennich latek ve vodnim
prostredi i pfirodni a hydrologické podminky (koncentrace
ryb, teplota vody) a vek®.

Kralicky potok, ptitok Tiché Orlice, byl v minulosti
vyuzivan pro umélou reprodukci lipana podhorniho
(Thymallus thymallus) a pstruha obecného poto¢niho
(Salmo trutta fario). Kolem roku 1990 byla v okoli mésta
Kraliky poprvé zaznamenana snizena reprodukce ryb, coz
vedlo k detailngjsimu sledovani této oblasti. Jednim
z pokusii zaméfenych na tuto oblast bylo sledovani kon-
centrace vitellogeninu v krvi ryb na fece Ticha Orlice,
kterd je levostrannym piitokem Labe. Jako indikatorovy
organismus byl vybran pstruh obecny potoéni (Salmo trut-
ta fario). Vzorky krevni plazmy byly odebrany od ryb
odlovenych na dvou mistech (obce Kraliky a Lichkov)
a jako kontrolni misto byla zvolena lokalita Cervena Voda.
Nejvyssi koncentrace vitellogeninu byla detegovana ve
vzorcich zlokality Kraliky (3-30 mgml'). V lokalité
Lichkov byl vitellogenin detegovan v mnozstvi do
0,01 mgml™ a v Cervené Vod& byla koncentrace vitello-
geninu pod mezi detekce. Ze zjisténych vysledkd bylo

Hladiny vitellogeninu v plazmé (ng ml™") u motana japonského a okounika nagernalého

30. den 60. den
Koncentrace NP * 10 pg ml™ 50 pg ml™! 10 pg ml™ 50 pgml™!
Motan japonsky <2900 <4000 <3900 <2900
Okounik nacernaly <4000 <3400 <5000 <4000
Koncentrace E2 ° Ongl’ 5ngl’ Ongl’ 5ngl’
Motan japonsky <1000 <8500 <1100 <7000
Okounik nacernaly <900 <7000 <800 <8500

“NP — nonylfenol, " E2 — estradiol
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potvrzeno, ze zvySend koncentrace vitellogeninu v krvi
samci muze indikovat poruchy  spermiogeneze
a reprodukce”®?’.

Na fece Labi v roce 2008 provedli Randak a spol.”®
vramci experimentu odbér vzorkid ryb na tfech mistech
toku feky, a to v oblastech, ve kterych se predpokladalo
vetsi znedisténi. Sledovanym organismem byl jelec tloust’
(Squalius cephalus). Ryby byly odloveny v okoli mésta
Pardubice, Neratovice a Usti nad Labem. Odlov se vzdy
provadél nad a pod uvedenymi lokalitami. Ve svaloving
ryb byla provedena analyza vybranych perzistentnich po-
lutantt (Hg, PCB, DDT, HCH a dalSich). Déle byly analy-
zovéany vybrané biomarkery, mezi kterymi byl i vitelloge-
nin. Jako kontrolni lokalita bylo vybrano odbérové misto
na fece VItavé nad nadrzi Lipno, kde byl predpoklad mini-
malniho zneCisténi. Nejvyssi koncentraci vitellogeninu
obsahovaly vzorky zryb odlovenych na fece Labi nad
Ustim nad Labem. Naopak nejnizsi koncentraci vitelloge-
ninu obsahovaly vzorky odebrané pod méstem Neratovice.
Kromé detekce vitellogeninu provedli Randak a spol.?®
také histologické vysSetfeni gonad. U dvou samcid ze Ctyt
odlovenych pod Ustim nad Labem byly nalezeny patoana-
tomické anomalie. Ve tkani varlat se nachazely perinukle-
arni oocyty. Ve vzorcich z jinych lokalit podobné zmény
nebyly nalezeny. B&hem odlovu ryb pod Ustim nad Labem
byli z necelych padesati ryb pouze Ctyii samci, z toho po-
hlavni organy dvou z nich vykazovaly histologickou ano-
malii. Jak vyplyva zuvedeného, rozlozeni pohlavi
v populaci jelce tlousté nebylo ani z daleka podobné piiro-
zenému poméru 1:1. Ktomuto ukazu mohlo dojit
z n€kolika diivodi. Samci mohou byt na pfitomnost endo-
krinnich latek ve vodé mnohem citlivéjsi, coz mohlo ovliv-
nit pohlavni vyvoj v raném stadiu ryb a zapficinit vyssi
procentualni zastoupeni samic. Tento nepomér mohla ale
také zavinit migrace samic za potravou po sméru toku
teky. Obecné lze fict, Ze vzorky odebrané pod mésty uka-
zuji vyssi kontaminaci nez vzorky odebrané nad méstskou
aglomeraci. V Neratovicich byly zaznamenany nejvyssi
koncentrace PCB ve svaloving ryb, nad Ustim nad Labem
nejvyssi koncentrace HCH a pod Ustim nad Labem pak
nejvyssi koncentrace DDT v tukové tkani. Nejvyssi kon-
centrace Hg ve svaloving byly zaznamenany u ryb odlove-
nych v referenénim mist& na Vitavé®.

Na soutoku tek Svitavy a Svratky lezi druhé nejvétsi
mésto Ceské republiky, Brno. Na téchto fekach byly ode-
brany vzorky ze 7 lokalit. Na fece Svitavé se na hornim
toku jednalo o lokalitu Bilovice nad Svitavou. Na fece
Svratce to pak na hornim toku byla lokalita Kninicky. Na
dolnim toku pod Brnem to byla mista pied soutokem obou
iek, dale pak lokality Modfice, Rajhradice a Zidlochovice.
Jako indikatorovy organismus byl vybran jelec tloust’
(Squalius cephalus), detekce vitellogeninu byla provadéna
z krevni plazmy samci. Nejvyssi hodnoty vitellogeninu
byly naméfeny v Bilovicich nad Svitavou (medidn
52,2ngml™") a v Modficich (median 14,7 ng ml™"). Nej-
nizsi pak v Knini¢kach, v Zidlochovicich a na fece Svratce
pied soutokem (median 0,5 ng ml™"). Bilovice nad Svita-
vou byly ur¢eny jako kontrolni lokalita, ptedpokladalo se

v
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ké hodnoty vitellogeninu v oblasti Bilovice nad Svitavou
patii moznost kontaminace zapfi¢inénd chemickou
a strojirenskou firmou v nedalekém Adamové nebo vliv
bakterii odpadniho kalu COV piimo v Bilovicich nad Svi-
tavou. Odlov ryb v lokalit¢ Modfice i Bilovice nad Svita-
vou byl proveden pod COV (cit.”).

Vyznamnym problémem je také skutecnost, ze nékte-
rymi vét§imi aglomeracemi protékaji vodni toky s nizkym
priatokem, tudiz nedochazi k dostate¢nému natedéni pfi-
tomnych nezaddoucich latek ve vodé€. Touto problematikou
se zabyvala napf. studie provedend na Libotyiiském poto-
ce, Cerném potoce a fece Moravici. Na t&chto vodnich
tocich Zelnickové a spol.*® sledovali obsah kontaminanti
ve vodnim prostiedi, konkrétné ve tkanich ryb. Odlov
pstruha obecného potocniho (Salmo trutta m. fario) probé-
hl v za#{ roku 2012 vzdy nad a pod COV, a to ve méstech
Vlachovo Bfezi, Bruntal a Bridlicna. Nejvyssi koncentrace
vitellogeninu v krevni plazmé samct byla zjisténa u ryb
odlovenych na Libotyniském potoce (Vlachovo Biezi). Na
toku3 (})od COV byly naméieny hodnoty 5,4-2978,1 ng mI™
(cit.™).

Jeden zvelkych pokusi zamétenych na sledovani
znegisténi vodnich tokd probshl na fekach v Ceské repub-
lice vroce 2007-2011 (cit.*"). Vramci sledovani byly
odebrany vzorky pro analyzy ze samct jelce tlousté
(Squalius cephalus) odlovenych v zavérovych profilech na
10 Ceskych fekach (Berounka, Dyje, Labe, Luznice, Odra,
vitellogeninu byly naméfeny uryb odlovenych v fekach
Dyje, Labe, Ohie a Vltava. Naopak nejvyssi hodnoty
v plazm¢ byly naméfeny u ryb odlovenych na fece Svratce
pod Brnem. Pouze 11 % samct jelce tlousté zde odlove-
nych mélo vkrevni plazmé hodnoty vitellogeninu pod
mezi detekce pouzité metody®'.

Problematika endokrinnich disruptord ve vodnim
prostiedi je také intenzivné studovana v zahranici.
V Kanad¢ byly v ramci pokusu v roce 2017 umistény po-
kusné ryby v klecich, po dobu jednoho mésice, do toku
feky North Saskatchewan u mésta Edmonton. Hlavnim
cilem studie bylo sledovani vlivu musk sloucenin, synte-
tickych analogli pyzma, galaxolidu a tonalidu na jelecka
velkohlavého (Pimephales promelas). Mimo jiné autofi
zkoumali u samcid i syntézu vitellogeninu. Koncentrace
sledovanych latek byly v uvedené fece natolik nizké, ze
nezpusobily zvySeni syntézy vitellogeninu (nejvyssi zazna-
menané hodnoty: galaxolid — 381,0 ngl'; tonalid —
21,6 ng 1')*.

Ve Spojenych statech americkych, konkrétné na hra-
nicich Arizony a Nevady, lezi narodni rekreacni jezerni
oblast (Lake Mead National Recreation Area). V letech
19992000 zde Jenkins a spol.** provedli sledovani kon-
centrace vitellogeninu v krevni plazmé kapra obecného
(Cyprinus carpio), pticemz nejvyssi hodnoty byly zazna-
menany v zalivu Las Vegas. V listopadu 1999 byla zazna-
menana hodnota 1504 pgml™ anejvy$si hodnota byla
zaznamenana v kvétnu 2000 (68 074 pgml™), jinak se
hodnoty pohybovaly pod hranici 200 pg ml™'. V roce 2006
pak zjistili nejvyssi hladiny vitellogeninu (5192 pg ml™")
v oblasti Willow Beach, kde byl zaroven zaznamenan nej-
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vyssi vyskyt PCB (0,38 pg g™), jehoz moznym zdrojem
jsou transformétory v Hooverové prehrads®.

V severozapadni oblasti Spojenych statli americkych
na zéklad¢é odbéru vzorkl z rliznych fek zjistili Iwanowicz
a spol.** vyznamn& zvysené hladiny vitellogeninu v krvi
samcll okounka pstruhového (Micropterus salmonides)
odloveného na fece Ohio (Ohio River Island). Zaroven ale
na této fece nebyl zaznamenan takovy vyskyt intersexua-
lismu u samc (pfitomnost oocytii ve tkani varlat), jak by
se mohlo ocekavat vzhledem k naméfenym koncentracim
vitellogeninu. V porovnéni s ostatnimi fekami byl na fece
Ohio vyskyt intersexualismu pomérné nizky. Na fece Mo-
osehorn zase pozorovali vyraznou negativni korelaci vzta-
hu hladiny vitellogeninu v plazmé a zavaznosti patologic-
kych zmén, kdezto na fece Assaber River naopak zjistili
vyraznou pozitivni korelaci sledovanych parametra®*. Stej-
nou tématikou se zabyvali i Geraudie a spol.*, kteii odebi-
rali vzorky z ryb ve francouzskych fekach severozépadné
od Parize, konkrétné ze Seiny a jednoho z jejich pfitokd,
Epty. Nejvyssi koncentrace vitellogeninu v krevnim séru
samcti plotice obecné (Rutilus rutilus) zaznamenali
u mésta Poses (feka Seina), a to 1225,0 ng ml™". Niz§i hla-
diny, 435,0 ng ml™" a 156,0 ngml™', pak zachytili u mést
Gournay a Dampierre (feka Epta). U samct ryb odlove-
nych v oblasti Poses, Gournay a Dampierre byla histolo-
gickym vySetfenim gondd zjiSténa pfitomnost oocytl ve
tkani varlat, ale specificky vztah mezi hladinou vitellogeni-
nu a histologickymi zménami gonad nebyl potvrzen, jelikoz
samci ryb se znamkami intersexualismu z oblasti Poses
a Gournay vykazovali nizs$i koncentrace vitellogeninu nez
samci bez patologii odchyceni ve stejnych lokalitach®.

5. Zavér

Vyznam vitellogeninu pro detekci hormonalnich
zmén zpusobenych xenoestrogennimi latkami u samct ryb
v experimentalnich a terénnich podminkach je nezastupi-
telny. Ve vodnich tocich nalézame samce ryb, u kterych je
nazorn¢ vidét negativni vliv estrogennich latek na vyvoj
jejich pohlavnich organt. Z ceskych tokt, zminénych
v textu, byly nejvy$§i hladiny vitellogeninu zjiStény
v krevni plazmé ryb na fece Ticha Orlice a na Libotyn-
ském potoce. Otazkou je, zda tomu je z toho diivodu, Ze se
jedna o mensi toky, které protékaji fadou mést, nebo zda je
zde jesté jiny duvod. Jiz probéhla fada vyzkumt zaméte-
nych na degradaci nebo odstranéni rezidui estrogend
z vodniho prostiedi, ale zatim neni zndm zpusob, jak tyto
latky z vody jednoduse a kompletné odstranit.

Vypracovdano s finanéni podporou Interni grantové
agentury Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno,

projekt cislo 224/2019/FVHE.

Seznam pouzitych zkratek

cov ¢istirna odpadnich vod
E2 estradiol
EE2 17a-ethinylestradiol
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ELISA  enzyme linked immunosorbent assay
GnRH gonadotropin-uvoliujici hormon
NP nonylfenol
PCB polychlorované bifenyly
HCB hexachlorbenzen
DDT dichlordifenyltrichlorethan
HCH hexachlorcyklohexan
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Vitellogenin — Biomarker of Endocrine Disruption in
Fish

Vitellogenin is one of biomarkers in aquatic environ-
ment which is widely used for laboratory testing of the
influence of estrogens, especially on the function of fish
genitals. While normal concentration of vitellogenin is
very low in wild male fish, their exposure to water con-
taining endocrine disruptors causes rapid increase of vitel-
logenin. Vitellogenin can cause fertility disorders, such as
feminization of male fish or histopathology changes of
gonads, which could lead to suppression of reproduction of
fish and therefore it could result in a reduction of the fish
population.

Keywords: aquatic environment, hormonal system, xeno-
estrogenic substances



